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Instrukcje do éwiczen oraz zakres materiatu

realizowanego na wyktadach z przedmiotu

Inzynieria bioprocesowa
na kierunku

biotechnologia
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Zakres materiatu (zagadnienia) w ramach wyktaddéw z przedmiotu inzynieria
bioprocesowa na kierunku biotechnologia

e Inzynieria chemiczna, procesowa i bioprocesowa — zagadnienia
podstawowe

e Podstawy biochemiczne bioprocesow

e Kinetyka i modele wzrostu mikroorganizméw, typy hodowli

e Metody i kinetyka sterylizacji

e Analiza bioprocesu w bioreaktorze:

° napowietrzanie i mieszanie
° wymiana masy i ciepta
° regulacja i optymalizacja procesow

o zasady powiekszania skali procesu
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Cwiczenie nr 1

Temat: Transformacja pDsRed2

Czesé teoretyczna

1. Transformacja komérek bakteryjnych.
2. Elektroporacjaiinne metody uzyskania bakteryjnych komadrek kompetentnych.

Czesc praktyczna

1. Zwirowac 1.5 ml hodowli catonocnej DH5a przy 13.500 rpm przez 3 min.

2. Odrzuci¢ supernatant i wyptukaé 4-krotnie komorki w sterylnej wodzie dejonizowanej
(1000 pl, 600 pl, 300 pl, 100 pl).

3. Zwirowac¢ komarki, odrzuci¢ supernatant i zawiesi¢ komadrki w 90 pl 10% glicerolu.

4. Dodaé do probowki 6 pul DNA plazmidowego i inkubowac¢ w lodzie przez 30 min.

5. Mieszanine umiesci¢ w kuwecie do elektroporacji i przeprowadzi¢ elektroporcje przy
1800V.

6. Umiesci¢ kuwety w lodzie na 10 min.

7. Dodaé 1 ml podtoza TSB i inkubowaé przez 30 min w 37 2C.

8. Wysiac bakterie na podtoze z dodatkiem antybiotyku i inkubowac przez catg noc w 379C.

Notatki
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Cwiczenie nr 2

Temat: Analiza wydajnosci izolacji biatek z komérek bakteryjnych

Czesé teoretyczna

1. Geny reporterowe.
2. Metody homogenizacji bakterii.
3. Zjawisko fluorescencji.

Czesé praktyczna

1. Uzyskane w poprzednim éwiczeniu bakterie zebra¢ wymazdéwka (powierzchni ok 3 x 3
cm) i zawiesi¢ w wodzie dejonizowane;j.

2. Komorki odptukac z resztek podtoza poprzez 3-krotne zawieszanie w wodzie
dejonizowanej (500 ul) oraz wirowanie (13 400 rpm, 3 min.).

3. Komorki przenie$¢ do probowki 15 ml (Falcon) i zawiesi¢ w 5 ml wody

4. Mieszanine poddad sonikacji przy wartosciach energii:i 0,5; 1; 2; 4; 8 kl.

5. Mieszanine zwirowac, odrzuci¢ supernatant a osad zawiesi¢ w 500 pl wody
dejonizowane;j.

6. Zmierzy¢ wartosci fluorescencji na czarnej ptytce mikrotitracyjnej (96-dotkéw) dla
kazdego z homogenizatow przy warunkach: A =563 nm (dla wzbudzenia) i A =582 nm
(dla emis;ji).

7. Skorelowac ilos¢ energii uzytej do homogenizacji z aktywnoscia biatka.

Notatki
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Cwiczenie nr 3

Temat: Wptyw warunkdw hodowli drobnoustrojéw na ekspresje genu reporterowego

Czesé teoretyczna

1. Buforowanie podtdz mikrobiologicznych.
3. Napowietrzanie hodowli a przyrost masy hodowli.
4. Zuzywanie sie sktadnikéw odzywczych podczas wzrostu hodowli.

Czesé praktyczna

1. Przygotowad podtoze ptynne LB w objetosci 100 ml.
2. Przygotowac w probowkach typu Falcon (50ml) podtoze ptynne LB o ustalonym pH na
wartosciach 5,0; 6,0; 7,0; 8,0 w objetosci 5 ml.
3. Przygotowac trzy probowki typu Falcon (50ml) z podtozem ptynne LB w objetosci 5 ml.
4. Zebracza pomocg wymazéwki bakterie z genem reporterowym z hodowli statej na
ptytce Petriego (pow. ok 3 x 3 cm) i zawiesi¢ w 1 ml podtoza LB.
5. Przygotowanym inokulum bakteryjnym zaszczepic¢ przygotowane wczesniej podtoza
ptynne w stosunku objetosciowym 1:100.
6. Hodowle z ustalonym pH umiesci¢ w cieplarce z wytrzgsaniem (37 2C)
7. Hodowle w pozostatych probéwkach umiescic w
a) w cieplarce z wytrzgsaniem (37 2C) — warunki tlenowe
b) w cieplarce z bez wytrzgsania (37 2C) — warunki mikroaerofilne
c) w komorze gas box w cieplarce z bez wytrzgsania (37 2C) — warunki beztlenowe.
8. Uzyskane hodowle przenies¢ w objetosci 1,5 ml do probdéwki typu Eppendrof i zwirowac
(13 400 rpm, 3 min.)
9. Osad bakteryjny zawiesi¢ w wodzie dejonizowanej i przenie$¢ na ptytke mikrotitracyjna
(czarng). Zmierzy¢ poziom fluorescencji przy A = 563 nm (dla wzbudzenia) i A =582 nm

(dla emis;ji).

Notatki
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¢wiczenie nr &4

Temat: Bioreaktor

Czesé teoretyczna

1. Hodowla okresowa, potokresowa i ciggta
2. Budowa bioreaktora, szlak biotechnologiczny
3. Sterylizacja-przebieg, rodzaje

Czesé praktyczna

1. Zmontowanie zestawu BiostatA Plus firmy Sartorius oraz kalibracja sond wedtug
instrukcji producenta
2. Przygotowanie 2L podtoza LB

3. Sterylizacja uktadu

Zajecia prowadzone z wykorzystaniem bioreaktora Biostat A Plus firmy Sartorius (link do
strony producenta). Na wyktadzie poprzedzajgcym zajecia zostanie przedstawiony film
instruktarzowy zwigzany z montazem uktadu bioreakor-jednostka sterujgca-sondy.

Notatki


http://www.sartorius.com/en/biostat-a?gclid=CMb4j-Oem8UCFQLMtAodEzYAFw
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Cwiczenie nr B

Temat: Wptyw ampicyliny na przyrost biomasy i poziom fluorescencji szczepéw E. coli z

wklonowanym plazmidem pDSRed2
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Czesé teoretyczna

1. Zastosowanie plazmidow w biotechnologii
2. Budowa plazmidu, typy plazmidéw
3. Bioproces i zasady jego kontroli z poziomu bioreaktora: pH, temperatura, pienie

Czesé praktyczna

1. Przygotowanie 96 h hodowli E. coli z wklonowanym plazmidem pDSRed2 w LB z
dodatkiem ampicyliny (grupa 1) i bez dodatku antybiotyku (grupa 2)

Pobra¢ kolonie E. coli z wklonowanym plazmidem pDSRed2 z odmfodzonej hodowli do 100
ml jatowego podtoza LB i hodowac¢ 12 h w 37°C z wytrzgsaniem. Powyzszym inokulum
zaszczepi¢ bioreaktor z 2 L jatowego podtoza LB z dodatkiem lub bez ampicyliny o stezeniu
100 pg/ml (przygotowanie urzadzenia na poprzednich zajeciach). Co 24 h (przez 4 dni)
pobrac¢ jatowo ok. 10 ml hodowli i okresli¢ jej zmetnienie spektrofotometrycznie (600 nm)
oraz poziom fluorescencji biatka RFP z wykorzystaniem czytnika Tecan.

2. Sporzadzi¢ wykresy zaleznos$ci czasu hodowli od jej zmetnienia oraz poziomu
fluorescencji biatka RFP w obecnosci (grupa 1) oraz bez dodatku ampicyliny (grupa 2).

3. Omowienie wynikéw uzyskanych przez obie grupy —analiza poréwnawcza



